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Bakterije rodu Bacillus so ubikvitarne in raznolike po Gramu pozitivne bakterije, ki 
jih med drugim najdemo v rizosferi, kjer sobivajo z ostalimi bakterijami. V takem 
okolju je zelo pomembno poznati medsebojne interakcije med bakterijami. Te so 
lahko kooperativne ali antagonistične, o čemer odločajo medsebojno prepoznavanje 
in sorodstvena diskriminacija. Primer kooperativnega vedenja je rojenje, ki je 
večcelično gibanje bakterij z bički po poltrdni površini. Bakterije rodu Bacillus  
tvorijo tudi biofilme na koreninah rastlin. Namen magistrske naloge je bil ugotoviti, 
ali se roječi izolati Bacillus subtilis, izolirani iz rizosfere pradižnika na poltrdnem 
gojišču, prepoznajo kot sorodni (''kin'') ali manj sorodni (''non-kin'') in preveriti, ali 
pri izolatih, ki se med seboj prepoznajo kot manj sorodni (''non-kin''), pride do 
kompeticije pri kolonizaciji korenine in prevlade enega seva. Potrebno je bilo 
vpeljati in optimizirati metodo za testiranje kompeticije med izolati za kolonizacijo 
korenine navadnega repnjakovca (Arabidopsis thaliana). Ugotovili smo, da se 
večina izolatov med seboj prepozna kot ''non-kin'', kar se odraža v nastanku mejne 
linije. Edina seva, katerih roja sta se zlila med seboj, sta bila T16-8 in PS-216. 
Ugotovili smo tudi, da časovni zamik inokulacije enega od sevov in razdalja med 
mesti inokulacije ne vplivata na nastanek mejne linije. Pri preverjanju vpliva 
pomanjkanja fosfata na rojenje in tvorbo mejnih linij smo opazili vidno razliko v 
rasti in morfologiji rojev, ki je bila ob pomanjkanju fosfata precej slabša in mejna 
linija je bila manj vidna. Pri kolonizaciji korenine smo v primeru inokulacije 
izolatov ''kin'' opazili prisotnost obeh sevov na korenini, medtem ko je pri 
inokulaciji izolatov ''non-kin'' na korenini prevladal le en sev. Uspešno smo vpeljali 
in optimizirali metodo za testiranje kompeticije za kolonizacijo korenine navadnega 
repnjakovca, ki bo zelo uporabna pri nadaljnjih raziskavah odnosov med 
bakterijami pri kolonizaciji korenin.  
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AB  Genus Bacillus contains ubiquitous, Gram positive bacteria which can be found in 
the rhizosphere coexisting with other bacteria. Research on the interactions between 
these bacteria in rhizosphere is very important. Interactions may be cooperative or 
antagonistic depending on how bacteria recognize and discriminate each other in a 
process called kin discrimination. An example of bacterial cooperative behaviour is 
swarming, a multicellular movement of flagellated bacteria over semi-solid 
surfaces. Bacillus species can also produce biofilm and colonize plant roots. The 
aim of this master’s thesis was to determine whether B. subtilis tomato rhizosphere 
isolates recognize each other as ''kin'' or ''non-kin'' on semi solid agar and to test 
whether ''non-kin'' isolates, compete and exclude each other on the root surface. The 
root colonization assay on Arabidopsis thaliana was optimized to test the 
competition between the isolates. Our results showed that most of the isolates 
recognized each other as ''non-kin'', which was visible as a boundary line between 
the swarms on semi-solid agar plate. The only ''kin'' strain pair that merged was 
T16-8 and PS-216. Furthermore, the inoculation delay of one strain and  the 
distance between the inoculation sites did not have an impact on the formation of 
the boundary line. In contrast, phosphate starvation caused a visible difference in 
bacterial growth and swarm morphology. Growth was significantly weaker with 
less visible boundary lines when no phosphate was present. Furthermore, when 
''kin'' strains were inoculated on the root in the colonization assay, we observed the 
presence of both strains, while only one strain prevailed when ''non-kin'' strains we 
coinoculated on the plant root. We successfully optimized a method for root 
colonization assay of A. thaliana, which is important for the future studies of 
interactions between bacteria on the plant roots.  
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1 UVOD 
Bakterije rodu Bacillus so predmet številnih raziskav tako pri nas (Stefanic in Mandic-
Mulec, 2009; Dogsa in sod., 2014; Oslizlo in sod., 2015) kot tudi po svetu (Dietel in sod., 
2012; Botella in sod., 2014; Lyons in sod., 2016). So po Gramu pozitivne, pod posebnimi 
pogoji rojijo (Henrichsen, 1972) in tvorijo biofilme na koreninah različnih rastlin (Bais in 
sod., 2004; Chen in sod., 2012; Beauregard in sod., 2013).   
Rizosfera je eno od okolij, kjer najdemo številne bakterije. Tukaj najdemo nekatere 
predstavnike rodu Bacillus v sožitju z drugimi mikroorganizmi in tudi s samo rastlino. 
Bakterija nudi rastlini zaščito pred patogeni, rastlina pa bakteriji varno zavetje in hranila. 
Vrste rodu Bacillus sodijo med t. i. PGPR (plant growth-promoting rhizobacterium) 
(Kloepper in sod., 1980), za katere je značilno, da imajo lastnosti bionadzora in jih danes 
uporabljamo kot biognojila (Bais in sod., 2004). Za PGPR je značilno, da spodbujajo rast 
rastlin, imajo sposobnost kolonizacije korenine in tekmujejo z ostalimi mikroorganizmi za 
prostor in hranila v rizosferi (Barea in sod., 2005). Tukaj igra pomembno vlogo 
sorodstvena diskriminacija, ki je prednostno prepoznavanje med organizmi glede na 
njihovo sorodnost (Strassman in sod., 2011). Na ta način bakterije prepoznajo lastno 
prisotnost v okolju, kjer živijo. Na podlagi prepoznavanja ostalih bakterij v okolju se 
odločijo, kako bodo reagirale na njihovo prisotnost: kooperativno, altruistično, 
kompetitivno ali antagonistično (West in sod., 2007).  
Biofilmi so skupnost bakterij na biotskih in abiotskih površinah in so vgrajene v 
ekstracelularni matriks (Vlamakis in sod., 2013). Ta je sestavljen iz eksopolisaharidov 
(EPS), proteinov in DNA (Branda in sod., 2006). Predpogoj za tvorbo biofilma je rojenje, 
ki ga je leta 1972 opisal Henrichsen kot socialno gibanje bakterij z bički po poltrdni 
podlagi. Za rojenje so potrebni: sinteza surfaktina, bički in višja vsebnost vode v gojišču 
(0,7-1 % agarja) (Kearns in Losick, 2003; Julkowska in sod., 2005).  
Pri izdelavi magistrske naloge smo se oprli na dve večji raziskavi. V prvi so Stefanic in 
sod. (2015) raziskovali bakterijsko sorodstveno prepoznavanje med sevi, izoliranimi iz 
nabrežja reke Save (Stefanic in Mandic-Mulec, 2009), tako na poltrdnem agarskem gojišču 
kot tudi na korenini navadnega repnjakovca (Arabidopsis thaliana) ter ugotovili, da so bili 
v obeh primerih izolati sposobni prepoznavanja med bolj (''kin'') in manj (''non-kin'') 
sorodnimi sevi. V drugi raziskavi so Oslizlo in sod. (2015)  proučevali, ali so različni 
ferotipi sevov, izolirani z rizosfere paradižnika, skupaj sobivali na rastlini in kako so se 
izražale njihove lastnosti biokontrole, ki so se med sevi zelo razlikovale.  
Cerovečki A. Prepoznavanje med roji izolatov Bacillus subtilis s korenin paradižnika.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
2 
Ugotavljali smo, kako se izolati rojev B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis in 
B. pumilus prepoznajo na poltrdnem gojišču. Raziskali smo, ali imata časovni zamik med 
mesti inokulacije in razdalja med mesti inokulacije vpliv na nastanek mejne linije. Preverili 
smo tudi, kakšen vpliv ima pomanjkanje fosforja na rojenje in nastanek mejne linije med 
roji. Izvedli smo test kolonizacije navadnega repnjakovca s sevi B. subtilis, da bi preverili, 
ali bo prišlo do kompeticije med sevi, ki so na poltrdnem gojišču tvorili linijo. Potrebna je 
bila tudi optimizacija metode za sterilizacijo semen in samo rast rastlin na ustreznem 
gojišču (Beauregard in sod., 2013).  
 
1.1 NAMEN NALOGE 
Namen magistrske naloge je bil:  
 ugotavljanje medsebojnega prepoznavanja roječih izolatov Bacillus na poltrdnem 
gojišču, 
 vpeljava metode za testiranje kompeticije med izolati za kolonizacijo korenine 
navadnega repnjakovca (Arabidopsis thaliana).  
 
1.2 HIPOTEZE 
 Roji sevov Bacillus se med seboj večinoma ne bodo prepoznavali, kar bomo opazili kot 
pojav mejne linije na stiku rojev. 
 Med sevi, ki bodo na površini poltrdnega gojišča tvorili linijo, bo prišlo do kompeticije 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 Bacillus subtilis 
 
Bacillus subtilis je ubikvitarna po Gramu pozitivna bakterija, ki je najpogosteje izolirana v 
obliki toplotno odporne spore iz tal, rastlinske rizosfere (Stefanic in Mandic-Mulec, 2009; 
Oslizlo in sod., 2015), vodnih sistemov, živalskega črevesa in hrane (Earl in sod., 2008). 
Filogenetsko jo uvrščamo v deblo Firmicutes, razred Bacilli, red Bacillales, družina 
Bacillaceae, rod Bacillus. Proizvaja katalazo in je aerob ali fakultativni anaerob (Madigan 
in sod., 2012). 
 
2.2 KOOPERACIJA IN TEORIJA SORODSTVENE (''KIN'') SELEKCIJE 
 
Pojav sorodstvene diskriminacije so odkrili pri različnih organizmih, vključujoč živali 
(Waldman, 1988), rastline (Dudley, 2007), socialne žuželke (Tsutsui, 2013), amebe 
(Gilbert in sod., 2007; Ostrowski in sod., 2008) in bakterije (Vos in Velicer, 2009; Stefanic 
in sod., 2015). Mikroorganizmi imajo bogato in raznoliko socialno življenje, ki je lahko 
kompeticija (tekmovanje), goljufanje, altruizem in kooperacija (sodelovanje) (West in sod., 
2007). 
Kooperacija prinaša večceličnim organizmom korist, npr. učinkovito razdelitev vira hranil, 
skupinsko plenjenje in varno zavetje v ekstracelularnem matriksu biofilma (Strassman in 
sod., 2011). Živi sistemi, ki kažejo sodelovanje ali kooperacijo kot model sobivanja, so 
teoretično odprti za izkoriščanje s strani goljufov in posameznikov, ki ne prispevajo za 
skupno dobro. Skupno dobro so različni eksoprodukti: virulenčni dejavniki, prebavni 
encimi, surfaktanti in sideroforji. Proizvodnja tega zahteva veliko energije, a zagotavlja 
korist vsem posameznikom neke skupine (Czárán in Hoekstra, 2009).  
 
Kooperacijo definiramo kot obnašanje, ki koristi vsem vpletenim organizmom (Czárán in 
Hoekstra, 2009). Temelje za evolucijsko razlago kooperacije je postavil Hamilton (1964) s 
teorijo sorodstvene (''kin'') selekcije: posameznik pridobi inkluzivni fitnes z vplivom na 
lastno reprodukcijo (neposredni fitnes učinek) kot tudi z vplivom na razmnoževanje ostalih 
sorodnikov (posredni fitnes učinek). Teorijo inkluzivnega modela lahko zapišemo s 
Hamiltonovim matematičnim modelom: 
 
       ,                                                                                                              ... (1) 
kjer je r genetska sorodnost prejemnika z akterjem pogosto definirana kot verjetnost, da sta 
naključno izbrana dva gena na istem lokusu identična zaradi dedovanja; b definiramo kot 
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dodatno reprodukcijsko korist, ki jo je pridobil prejemnik altruističnega dejanja; c je 
reprodukcijski strošek za posameznika, ki opravlja dejanje (Hamilton, 1970).  
Sorodstveno prepoznavanje stabilizira kooperacijo s prednostnim usmerjanjem 
kooperativnih lastnosti v smeri sorodnikov s skupnimi geni (sorodstvena selekcija). Študije 
kažejo, da bi lahko bakterijska sorodstvena diskriminacija nastala tudi kot stranski produkt 
drugih adaptacij (Rendueles in sod., 2015). 
2.2.1  Rojenje kot oblika socialnega vedenja 
Primer bakterijskega kooperativnega vedenja je rojenje, ki ga definiramo kot večcelično 
gibanje bakterij z bički po poltrdni površini (Henrichsen, 1972). Je oblika socialnega 
vedenja, pri katerem se bakterije aktivno in kooperativno premikajo po površini in 
kolonizirajo nov teritorij v iskanju hranil. Pogojeno je z izločanjem surfaktantov za 
učinkovito premikanje po površini (Kearns in Losick, 2003). Rojenje je strategija 
preživetja v okoljih, kjer je malo hranil, kot so tla in rizosfera (Whipps, 2001). Vir hranil 
so v teh okoljih rastlinski eksudati (izločki korenin), za katere mikrobi med seboj 
tekmujejo. Rojenje je predpogoj za tvorbo biofilma in kolonizacijo korenin rastlin (Dietel 
in sod., 2012). Sorodstvena diskriminacija lahko s preprečevanjem invazije tekmovalnih ali 
antagonističnih bakterij poveča kooperacijo ali sodelovanje med bolj sorodnimi roji 
(Stefanic in sod., 2015).  
Za rojenje je potreben surfaktin (Kearns in Losick, 2003). Surfaktin je močan ciklični 
lipopeptidni biosurfaktant in antibiotik, ki deluje proti številnim bakterijam in glivam (Bais 
in sod., 2004). Njegova vloga je zmanjševanje površinske napetosti, trenja in viskoznosti 
ter služi kot podlaga za rojenje bakterij (Julkowska in sod., 2005). Tvorba surfaktina je 
odvisna od izražanja operona srfABCD, katerega uravnava dvokomponentni sistem, 
sestavljen iz ComP (histidin kinaza) in ComA (odzivni regulator) (Weinrauch in sod., 
1990). ComP se odziva na ComX in CSF, ki se akumulirata v stacionarni fazi rasti (Hahn 
in Dubnau, 1991; Solomon in sod., 1995; 1996). Surfaktin sproži uhajanje kalija iz celic 
(Lòpez in sod., 2009) in deluje kot signal, ki sproži tvorbo biofilma, kar je osnovni pogoj 
za kolonizacijo korenine (Beauregard in sod., 2013; Zeriouh in sod., 2014) in zaščito 
rastline pred patogeni, kot je npr. Pseudomonas syringae (Bais in sod., 2004; Chen in sod., 
2012; Zeriouh in sod., 2014).  
Da lahko bakterija roji, potrebuje poleg surfaktina še biček (Henrichsen, 1972). Bički ali 
flageli so strukture spiralne oblike, ki omogočajo bakteriji premikanje z rotacijo. V 
premeru so veliki 15-20 nm. Sestavljeni so iz  približno 20 000 kopij proteina flagelina 
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(Courtney in sod., 2012), ki ima zelo ohranjeno aminokislinsko zaporedje, kar pomeni, da 
se je v razvoju bakterij biček razvil že zelo zgodaj (Madigan in sod., 2012). 
 
 
2.2.2 Sorodstvena diskriminacija pri bakteriji B. subtilis 
 
B. subtilis kaže potencial za sorodstveno diskriminacijo (''kin discrimination'') med 
kooperativnim gibanjem po površini. Stefanic in sod. (2015) so raziskovali sorodstveno 
diskriminacijo pri bakteriji B. subtilis s pomočjo  39 ozko sorodnih, filogenetsko 
okarakteriziranih sevov, izoliranih iz dveh 1 cm3 vzorcev tal (Stefanic in Mandic-Mulec 
2009). Izolirani sevi so predstavljali populacijo, ki je v tleh sobivala na mikrometrski 
razdalji, in so imeli potencialno zgodovino interakcij in situ. Dokazali so, da so bili izolati 
sposobni razlikovati med bolj (''kin'') in manj (''non-kin'') sorodnimi sevi med rojenjem na 
poltrdnem gojišču. Pri stiku dveh rojev manj sorodnih sevov je na poltrdnem gojišču 
nastala t. i. mejna linija (Slika 1). Mejne linije so nastale pri sevih z nižjo filogenetsko 
sorodnostjo, medtem ko so se roji visoko filogenetsko sorodnih sevov zlili med seboj. 
Opazili so variacije med jasnimi in ravnimi linijami ter manj jasnimi, ampak še vedno 




Slika 1: Prikaz različnih načinov stikov med bakterijami (Stefanic in sod., 2015: 14043). Slika A z belimi 
puščicami prikazuje zlitje sevov, s črnimi pa nastanek mejne linije med sevoma. Na sliki B je levo povečan 
prikaz tvorbe mejne linije (črna puščica), ''intermediate lines'' v sredini (siva puščica) in desno prikaz zlitja 
dveh sevov (bela puščica). Na sliki C so prikazani roji B. subtilis s fluorescentno označenimi sevi (yfp, 
mKate) pod stereomikroskopom (merilo: 1mm).  
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Da bi preverili, ali mejne linije res predstavljajo teritorialno mejo med sevi, so Stefanic in 
sod. (2015) uporabili seve označene s fluorescentnimi označevalci in to opazovali pod 
fluorescentnim mikroskopom. Pokazali so, da se v primeru, ko sta nastali bodisi jasna 
bodisi šibkejša mejna linija, roja bakterij nista mešala med seboj. Pri nastanku mejne linije 
na poltrdnem gojišču so opazili jasno območje med dvema rojema, kjer so pod lupo opazili 
precej manj fluorescentnih celic. Ob nastanku šibkejših mejnih linij so na tem območju 
opazili celice, ki se med seboj niso mešale. Roji identičnih sevov so imeli jasno vidno, a 
prostorsko omejeno območje, kjer so se celice med seboj mešale. Opazili so, da so se na 
poltrdnem gojišču celice naseljevale po principu ''kdor prvi pride, prvi melje''. To so 
razložili tako, da se je v primeru srečanja dveh različnih rojev najverjetneje vzpostavil 
mehanizem, ki je preprečil mešanje med njima in spodbudil nastanek vidne mejne linije. 
Izolirane seve so nato razdelili v 12 skupin ''kin'' (skupina sorodnih sevov, znotraj katere 
pride do zlitja dveh rojev), kar je podprlo hipotezo intenzivne kompeticije in antagonizma 
med sorodniki. Opazili so, da je bilo znotraj posameznega ekotipa več skupin ''kin''. Mejne 
linije so se pogosteje pojavljale med različnimi ekotipi kot znotraj posameznega ekotipa. 
Sevi znotraj skupine ''kin'' so bili vedno enakega ekotipa, našli pa so več skupin ''kin'' 
znotraj enega ekotipa. Sklepali so, da je povečevanje raznovrstnosti tipov ''kin'' hitrejše od 
povečevanja raznovrstnosti ekotipov (Stefanic in sod., 2015).  
 
 
2.2.3 Sorodstvena diskriminacija pri bakteriji B. subtilis na korenini 
 
 
Tvorba mejnih linij je povezana z genetsko sorodnostjo sevov. Stefanic in sod. (2015) so 
preverili tudi, kako sorodstvena diskriminacija vpliva na kolonizacijo korenine navadnega 
repnjakovca. Opazili so, da so bolj sorodni sevi (''kin'') v kokulturi na korenini sobivali, 
medtem ko je prišlo pri manj sorodnih sevih (''non-kin'') do prevlade enega seva. To 
nakazuje, da antagonističen odnos med manj sorodnimi sevi lahko vpliva na socialno 
obnašanje B. subtilis. S tem so dokazali, da tudi Gram pozitivne bakterije uporabljajo 
mehanizem sorodstvene diskriminacije, ki bi lahko pripomogel k teritorialnemu 
razvrščanju sevov glede na njihovo genetsko podobnost (Stefanic in sod., 2015). Do sedaj 
je to veljalo le za Gram negativne bakterije, kot sta Myxococcus xanthus (Vos in Velicer, 
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2.3 SISTEM ZA ZAZNAVANJE KVORUMA - ''QUORUM SENSING'' (QS) 
Raznolikost znotraj vrste se kaže v velikem številu ekotipov (Koeppel in sod., 2008; 
Stefanic in sod., 2012; Kopac in sod., 2014) in komunikacijskih skupin ali ferotipov (Tran 
in sod., 2000; Tortosa in sod., 2001; Ansaldi in sod., 2002; Stefanic in Mandic-Mulec, 
2009), ki so definirani kot skupine bakterij, ki so zmožne komunicirati prek signalnih 
molekul (peptidov) in izzovejo odgovor pri sevih z enakim ferotipom (Ansaldi in sod., 
2002). Razdelitev v ferotipe je povezana s polimorfizmom sistema zaznavanja kvoruma 
(QS) ComQXPA (Tran in sod., 2000; Ansaldi in sod., 2002; Stefanic and Mandic-Mulec, 
2009). Ferotipi lahko sobivajo v tleh na milimetrski skali (Stefanic in Mandic-Mulec, 
2009), homologne lokuse comQXPA pa so našli tudi pri drugih vrstah Bacillus  (Dogsa in 
sod., 2014). Sistem ComQXPA izloča signalne molekule ComX. ComX se naprej 
sintetizira kot 55 aminokislin dolga peptidna molekula, ki jo ComQ procesira in izloči iz 
celice (Magnuson in sod., 1994; Ansaldi in sod., 2002; Schneider in sod., 2002). 
Akumulacija ComX aktivira receptor ComP, ki fosforilira odzivni regulator ComA in 
uravnava transkripcijo številnih genov (Weinrauch in sod., 1990; Comella in Grossman, 
2005). 
2.4 BIOFILMI 
Ob stiku bakterij s površino nastane biofilm, ki je prevladujoča mikrobna oblika življenja v 
naravi. Povezava s površino omogoča bakteriji pritrditev in zaščito. Biofilm se tvori v več 
korakih, pri čemer je potrebno celično signaliziranje bakterij in drugačno prepisovanje 
genov kot pri planktonskih celicah (celice, ki niso pritrjene). Tudi razmere za bivanje v 
biofilmu niso homogene, zato se v naravi običajno srečamo z biofilmi, sestavljenimi iz 
različnih vrst bakterij, ki so razporejene glede na svoje rastne potrebe in na svoje 
simbiotske odnose z drugimi bakterijami (Watnick in Kolter, 2000).  
Dokler se bakterija premika, so zelo pomembni bakterijski bički in pili tipa IV, ko pa se 
ustali v mikrokoloniji, se prične sinteza eksopolisaharidov, ki učvrstijo povezave med 
bakterijami v biofilmu. Poleg združevanja bakterij v biofilm se te lahko iz biofilma tudi 
odstranijo s pomočjo polisaharida liaze, kar prikazuje Slika 2 (Watnick in Kolter, 2000).  
Dodatna prednost življenja v biofilmu je hiter in enostaven horizontalni prenos genetskega 
materiala s pomočjo konjugacije. Na tak način lahko bakterije pridobijo odpornosti proti 
različnim antibiotikom, virulenčne faktorje in sposobnost preživetja v neugodnih okoljih 
(Watnick in Kolter, 1999; 2000).  
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Slika 2: Shematski prikaz tvorbe biofilma na kamnu (Watnick in Kolter, 2000: 2676). Rumeno obarvane 
bakterije so t. i. plavajoča oblika,  ki ''plava'' proti kamnu z uporabo polarnih bičkov, sledi pritrditev na 
kamen z naključnimi šibkimi povezavami, migracija prek površine s tvorbo mikrokolonije in proizvodnja 
eksopolisaharidov za tvorbo tri dimenzionalne strukture biofilma. Ko postanejo pogoji za življenje neugodni, 
se nekatere bakterije odstranijo iz biofilma in plavajo proti podlagi,  ki nudi boljše življenjske pogoje.  
Biofilm sestavljajo celice, vgrajene v eksopolisaharidni matriks (EPS), proteini in DNA. 
Pri B. subtilis sestavljata matriks dva osnovna gradnika: EPS in protein TasA (Branda in 
sod., 2006), ki polimerizira v amiloidna vlakna (Romero in sod., 2010). Encime, ki so 
udeleženi pri nastanku EPS, kodira operon epsA-O, medtem ko tasA nadzira glavni 
transkripcijski regulator Spo0A. Aktivnost Spo0A je odvisna od tega, ali je fosforiliran ali 
ne (Fujita in Losick, 2005). Fosforilacijo uravnava pet histidinskih kinaz (KinA-KinE), ki 
se odzivajo na različne dejavnike v okolju (Jiang in sod., 2000). Kopičenje fosforiliranega 
Spo0A v celici vodi do produkcije SinI, ki je antagonist SinR. SinR je transkripcijski 
represor, ki utiša gene za tvorbo matriksa, ko ni ugodnih pogojev za nastanek biofilma 
(Kearns in sod., 2005). Ko se ti pogoji spremenijo, se kinaze aktivirajo in prične se 
transkripcija genov matriksa (Beauregard in sod., 2013).  
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2.5 POMANJKANJE FOSFORJA  
 
Fosfor je peti najpogostejši element, ki sestavlja celice živih bitij in je eden od elementov, 
ki ga celice neprestano potrebujejo. Bakterije asimilirajo fosfor v obliki ortofosfatnega 
aniona (PO43-), ki je znan tudi pod izrazom anorganski fosfat (Pi). V naravi je zelo malo 
dostopnih fosfatov za žive organizme, zato so ti razvili posebne mehanizme za asimilacijo 
fosfata. Fosfatni ali Pho regulon je globalni regulatorni mehanizem, ki aktivira številne 
ekstracelularne encime, ki pomagajo pri pridobivanju Pi iz organskih fosfatov, Pi 
specifičnih transporterjev ter encimov, udeleženih pri shrambi hranil. Gram pozitivne 
bakterije, kot je B. subtilis, imajo v celični steni tejhojsko kislino (poli-glicerol fosfat/poli-
ribitol fosfat), ki ima zwitterionske lastnosti - negativno nabite fosfatne skupine in 
pozitivno nabite aminokisline. PhoR uravnava sestavo celične stene, in sicer pri 
pomanjkanju fosfata v okolju se zniža sinteza tejhojske kisline in poveča sinteza 
teihuronske kisline (Fritz in Mascher, 2014; Bhavsar in sod., 2004), ki je anionski 
glikopolimer glukuronske kisline brez fosfatnih skupin (N-acetilamin glukuronska kislina) 
(Botella in sod., 2014). Sproščen fosfat se uporabi za nujno potrebne celične procese, kot je 
npr. sinteza nukleinskih kislin (Grant, 1979).  
Soldo in sod. (1999) so raziskovali, kako pomanjkanje fosfata vpliva na izražanje genov B. 
subtilis. Ugotovili so, da mutacija v genu phoPR močno zmanjša rast bakterije v 
stacionarni fazi, medtem ko je izražanje operona tuaABCDEFGH, ki je namenjen 
biosintezi teihuronske kisline v pogojih pomanjkanja fosfata (alternativa teihojske kisline), 
popolnoma zavrto. PhoPR uravnava gene celične površine (Soldo in sod., 1999) in nekaj 
protimikrobnih molekul (Allenby in sod., 2006). 
Lyons in sod. (2016) so ugotovili, da so se bakterije z okvarjenimi geni, povezanimi z 
regulacijo celične stene (tuaD) in ostalih metabolnih poti, ki so aktivne pri pomanjkanju 
fosforja v okolju (phoR), z divjim tipom prepoznale kot ''non-kin'', medtem ko so se v 
pogojih stradanja fosforja spet prepoznale kot ''kin'' (Slika 3).   
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Slika 3: Vpliv fosforja na tvorbo mejnih linij med sevi B. subtilis (Lyons in sod., 2016: 734). Transpozonske 
mutante (ob strani) in divji tip NCIB 3610 (na sredini). Na sliki A je gojišče z 0,6 mM KH2PO4 (vir fosfata). 
Vse mutante tvorijo mejno linijo z divjim tipom. Na sliki B je gojišče s 5 mM KH2PO4. Mutanti phoRΩTn10 
in pstBAΩTn10 sta se zlili z divjim tipom, medtem ko so ostale mutante še vedno tvorile mejno linijo.  
 
2.6 NAVADNI REPNJAKOVEC (Arabidopsis thaliana) 
 
Navadni repnjakovec (Arabidopsis thaliana) je majhna rastlina iz družine križnic 
(Cruciferae ali Brassicaceae) in je modelni organizem pri raziskovanju biologije rastlin. Je 
dvokaličnica in jo najdemo v Evropi, Aziji in Severni Ameriki. Genom je velik 120 
milijonov baznih parov, razdeljen v 5 kromosomov in vsebuje dvajset tisoč genov. Celotni 
življenjski cikel (kaljenje semen, oblikovanje rozete rastlin, razvoj glavnega stebla, 
cvetenje in zorenje prvih semen) traja 6 tednov. Korenine so enostavne po strukturi, zelo 
primerne za preučevanje v laboratoriju, saj ne vzpostavijo simbiontskih odnosov z 
bakterijami, ki fiksirajo dušik. Rastline lahko gojimo v petrijevkah, lončkih, rastlinjakih ali 
pod fluorescenčno svetlobo v laboratoriju (Meinke in sod., 1998).  
Raziskovalci so uvedli številne enostavne postopke in baze podatkov za manipulacijo 
navadnega repnjakovca: kemično in insercijsko mutagenezo, učinkovite metode križanja in 
uvedbo DNA v postopku transformacije rastlin, obsežne zbirke mutant različnih fenotipov 
in kromosomske mape mutiranih genov ter molekularnih označevalcev (Meinke in sod., 
1998; López-Bucio in sod., 2007). 
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2.6.1 Bakterije, ki pospešujejo rast rastlin - PGPR 
 
B. subtilis uvrščamo med PGPR (''plant growth-promoting rhizobacterium'') (Kloepper in 
sod., 1980) in je znan po svojem potencialu za bionadzor (Krebs in sod., 1998). Norris in 
Wolf (1961) sta opazila, da so korenine povezane z vegetativno obliko bakterije, v tleh pa 
najdemo dormantno obliko - spore, medtem ko so Nakkeran in sod. (2005) ugotovili, da so 
danes PGPR splošno sprejeti kot okolju prijazna alternativa kemičnim pesticidom in so že 
nekaj let v uporabi. 
Bais in sod. (2004) so preučevali vpliv bakterije B. subtilis pri okužbi korenin navadnega 
repnjakovca s patogenom Pseudomonas syringae. Ugotovili so, da je B. subtilis na 
koreninah prevladal, znižala pa se je tudi smrtnost navadnega repnjakovca. To so pripisali 
nastanku stabilnega biofilma in lipopeptidnemu antibiotiku surfaktinu, zaradi katerega ima 
B. subtilis biokontrolne značilnosti.  
Oslizlo in sod. (2015) so uporabili izolate B. subtilis iz rizosfere paradižnika in njihove 
bližnje sorodnike (Slika 4) ter jih okarakterizirali tako genetsko kot tudi funkcionalno. 
Raznolikost komunikacijskih skupin izolatov B. subtilis na površini korenine (rizosferi) je 
ključnega pomena predvsem zaradi raznolikih sistemov ComQXPA, ki nadzorujejo 
biokontrolne agense, kot je surfaktin. 
 
Njihov glavni cilj je bil preveriti, ali lahko različni ferotipi QS B. subtilis skupaj sobivajo 
na eni sami rastlini. Zanimalo jih je, če se bodo lastnosti biokontrole, ki jih regulira 
comQXPA (npr. produkcija surfaktina, tvorba biofilma), izražale podobno tudi glede na 
ferotip. Raziskali so ali bodo molekule, ki jih izločajo izolati na korenini, vplivale na rast 
korenin in listov A. thaliana. Proučevali so tri PGP (plant growth-promoting) dejavnike, ki 
lahko vplivajo na rast rastlin: produkcijo indol-3-ocetne kisline (IAA) (López-Bucio in 
sod., 2007), sideroforov (Kloepper in sod., 1980) in sposobnost raztapljanja fosfata (Molla 
in sod., 1984). 
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Slika 4: Drevo sorodnosti glede na 610 bp dolgo zaporedje gyrA (Oslizlo in sod., 2015: 529). Z modro barvo 
so označeni sevi ferotipa 168, z rumeno sevi ferotipa RO-H-1/RO-B-2 in z zeleno sevi ferotipa RS-D-2/NAF-
4.   
Sevi B. subtilis, ki so jih izolirali iz rastlin, so bili različnega ferotipa QS in zelo raznoliki 
glede na svoj potencial biokontrole. Prav tako se razlikujejo glede na dejavnike PGP - 
nekateri sevi so imeli močan pozitiven vpliv na rast rastlin, drugi negativen, tretji pa niso 
imeli vpliva. Ugotovili so, da samo s temi dejavniki ni bilo mogoče napovedati 
neposrednih učinkov bakterije na rast rastline. Zaključili so, da raznolikost ferotipov na 
koreninah rastlin verjetno spodbuja obstoj različnih sevov bakterij in s tem pozitivno 
vpliva na potencial biokontrole vseh udeleženih vrst (Oslizlo in sod., 2015).  
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3.1.1 Bakterijski sevi 
V Preglednicah 1 in 2 so prikazani uporabljeni sevi za izvedbo poskusa. Uporabili smo 
seve z oznako T, ki so bili izolirani iz rizosfere paradižnika v Sloveniji (Oslizlo in sod., 
2015) in seve z oznako PS, ki so bili izolirani z nabrežja reke Save (Stefanic in Mandic-
Mulec, 2009). Za poskus vpliva razdalje na nastanek mejne linije smo uporabili seve, ki so 
imeli fluorescenčne proteine v genu amyE za konstitutivnimi promotorji Phyperspank (PS-216 
mKate in PS-218 mKate), PhypercI03 (PS-216 YFP) in  PtapA (PS-218 YFP) (Preglednica 2).  
Preglednica 1: Naravni izolati bakterije B. subtilis, uporabljeni pri preverjanju prepoznavanja med roji 
izolatov. 
Vrsta Bacillus Sev Izvor ali izolacija seva 
Bacillus subtilis NCIB 3610 Conn, 1930 
Bacillus subtilis PS-31 Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 
Bacillus subtilis PS-196 Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 
Bacillus subtilis PS-209 Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 
Bacillus subtilis PS-216 Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 
Bacillus subtilis PS-218 Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 
Bacillus subtilis PS-261 Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 
Bacillus subtilis PS-263 Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 
Bacillus subtilis T14-1 Oslizlo in sod., 2015 
Bacillus subtilis T14-3 Oslizlo in sod., 2015 
Bacillus subtilis T14-5 Oslizlo in sod., 2015 
Bacillus licheniformis T15-1 Oslizlo in sod., 2015 
Bacillus subtilis T16-2 Oslizlo in sod., 2015 
Bacillus subtilis T16-3 Oslizlo in sod., 2015 
Bacillus subtilis T16-4 Oslizlo in sod., 2015 
Bacillus subtilis T16-5 Oslizlo in sod., 2015 
Bacillus licheniformis T16-6 Oslizlo in sod., 2015 
Bacillus amyloliquefaciens T16-7 Oslizlo in sod., 2015 
Bacillus subtilis T16-8 Oslizlo in sod., 2015 
Bacillus subtilis T17-1 Oslizlo in sod., 2015 
Bacillus subtilis T21-1 Oslizlo in sod., 2015 
Bacillus subtilis T21-2 Oslizlo in sod., 2015 
Bacillus pumilus T24-5 Oslizlo in sod., 2015 
Bacillus licheniformis T26-2 Oslizlo in sod., 2015 
Bacillus licheniformis T31-1 Oslizlo in sod., 2015 
Seve smo označili kot: PS-216 yfp, PS-216 mKate, PS-218 yfp, PS-218 mKate. Za test 
kolonizacije korenine smo uporabili s fluorescentnimi proteini označene seve (promotor 
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PtapA ki se izraža ob tvorbi biofilma) navedene v Preglednici 2: PS-18 yfp, PS-18 cfp, PS-
216 yfp, PS-216 cfp, PS-218 yfp in PS-218 cfp. 
 
Preglednica 2: Sevi bakterije B. subtilis  označeni s fluorescentnimi proteini. 
Oznaka seva Genotip Vrsta Vir 
PS-18 YFP (BM1110) a amyE::PtapA-yfp (Sp) B.subtilis Stefanic in sod., 2015 
PS-18 CFP (BM1118) a amyE::PtapA-cfp (Sp) B.subtilis Stefanic in sod., 2015 
PS-216 YFP (BM1115) a amyE::PtapA-yfp (Sp) B.subtilis Stefanic in sod., 2015 
PS-216 YFP (BM1090) b amyE::PhypercI03-YFP (Sp) B. subtilis Stefanic in sod., 2015 
PS-216 CFP (BM1123) a amyE::PtapA-cfp (Sp) B.subtilis Stefanic in sod., 2015 
PS-216 RFP (BM1097) b amyE::Phyperspank-
mKate2(Cm) 
B.subtilis Stefanic in sod., 2015 
PS-218 YFP (BM1116) c amyE::PtapA-yfp (Sp) B.subtilis Stefanic in sod., 2015 
PS-218 CFP (BM1124) a amyE::PtapA-cfp (Sp) B.subtilis Stefanic in sod., 2015 
PS-218 RFP (BM1098) b amyE::Phyperspank-
mKate2(Cm) 
B.subtilis Kraigher in Danevčič, 
neobjavljeno 
Legenda:  
a seve smo uporabili pri testu kolonizacije korenine,  
b seve smo uporabili pri poskusu vpliva razdalje na nastanek mejne linije,  







Antibiotike smo pripravili glede na koncentracije, podane v Preglednici 3. Pri raztapljanju 
antibiotika v vodi je bilo potrebno raztopino prefiltrirati skozi sterilni filter s porami 
premera 0,22 μm, medtem ko smo pri raztapljanju antibiotika v etanolu filtrirali le etanol. 
Antibiotike smo dodali v vodni kopeli ohlajena gojišča (55 °C) po avtoklaviranju.  
Preglednica 3: Koncentracije antibiotikov. 





Kloramfenikol Cm 10 mg/mL -20 °C 5 μg/mL 70 % etanol 
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3.1.3 Gojišča 
Gojišče Luria-Bertani (LB) 
Tripton.....................................................................10 g 
NaCl.........................................................................5 g 
Kvasni ekstrakt.........................................................5 g 
dH2O........................................................................do 1000 mL 
Agar.........................................................................15 g 
Gojišče smo avtoklavirali pri 121 °C 20 min, ohladili v vodni kopeli pri 55 °C in nato po 




MgSO4 × 7H2O..........................................................8 mM 
KCl............................................................................27 mM 
Na citrat × 2H2O........................................................7 mM 
Uravnali smo pH na 7,5 
Dodali smo kemikalije, pripravljene kot založne raztopine do končne koncentracije: 
CaCl2 × 2H2O (založna koncentracija 0,2 M).................2 mM 
FeSO4 × 7H2O (založna koncentracija 0,01 M)..............1 μM 
MnSO4 × 4H2O (založna koncentracija 0,1 M)..............10 μM 
V gojišče smo do končne koncentracije zatehtali naslednje reagente: 
Na glutamat...............................................................4,5 mM 
Triptofan...................................................................0,78 mM 
Lizin..........................................................................0,86 mM 
Glukoza.....................................................................0,2 % (w/v) 
KH2PO4 (založna koncentracija 0,6 M)....................0,6 mM 
Agar..........................................................................0,7 % 
Gojišče smo avtoklavirali 30 min pri 110 °C. 
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MSNg gojišče 
KH2PO4 (založna koncentracija 0,1 M)..........................5 mM 
K2HPO4 (založna koncentracija 0,1 M)..........................5 mM 
MOPS (založna koncentracija 1 M, pH=7).....................0,1 M 
MgCl2 (založna koncentracija 200 mM).........................2 mM 
MnCl2 (založna koncentracija 10 mM)...........................0,05 mM 
ZnCl2 (založna koncentracija 10 mM)............................0,001 mM 
NH4Cl (10 %)..................................................................0,2 % 
glicerol (50 %).................................................................0,05 % 
CaCl2 (založna koncentracija 1 M).................................0,7 mM 
Gojišče smo avtoklavirali 30 min pri 110 °C, ohladili v vodni kopeli pri 55 °C in dodali še 
30 μL tiamin hidroklorida ali vitamina B1 (koncentracija 1 μg/mL; 0,07 g tiamin 
hidroklorida smo raztopili v 100 mL destilirane vode in ga sterilno prefiltrirali).  
MS gojišče 
Murashige and Skoog basal salts mixture........................2 g 
Glukoza............................................................................0,05 g 
Agar..................................................................................5 g 
dH2O.................................................................................do 1000 mL 
Gojišče smo avtoklavirali 30 min pri 110 °C, ohladili v vodni kopeli pri 55 °C ter razlili v 






MgCl2 × 6H2O............................................................2 mM 
natrijev glutamat..........................................................0,5 % 
1000× raztopina mikroelementov...............................1 mL 
glicerol.........................................................................0,5 % 
agar..............................................................................1,5 % 
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Predhodno pripravljeno 1000-kratno raztopino mikroelementov (100 mL) sestavljajo: 
CaCl2 × 2H2O..............................................................700 μM 
FeCl3 × 6H2O..............................................................50 μM 
MnCl2..........................................................................50 μM 
ZnCl2...........................................................................1 μM 
Uravnali smo pH na 7. Gojišče smo avtoklavirali 30 min pri 110 °C in ohladili v vodni 
kopeli pri 55 °C. Dodali smo še 1 mL tiamin hidroklorida ali vitamina B1 (koncentracija 1 
μg/mL; 0,07 g tiamin hidroklorida smo raztopili v 100 mL destilirane vode in ga sterilno 
prefiltrirali). 
3.1.4 Pufri in raztopine 
Fiziološka raztopina 
NaCl......................................................................9 g 
dH2O.....................................................................do 1000 mL 
Raztopino smo avtoklavirali 20 min pri 121 °C. 
Pufer TES 
Tris-HCl (pH=7,6)................................................157,6 mg 
EDTA...................................................................37,2 mg 
NaCl.....................................................................584,4 mg 
dH2O....................................................................do 1000 mL 






dH2O......................................................................do 1000 mL 
Uravnali smo pH na 7,4 in avtoklavirali 20 minut pri 121 °C. 
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3.1.5 Kemikalije 
Uporabili smo naslednje kemikalije: 
 Tris-HCl  Sigma-Aldrich, Nemčija 
 (NH4)2SO4 Merck, Nemčija 
 MgSO4 × 7H2O Sigma-Aldrich, Nemčija 
 KCl Sigma-Aldrich, Nemčija 
 C6H5Na3O7 × 2H2O Sigma-Aldrich, Nemčija 
 NaOH Sigma-Aldrich, Nemčija 
 CaCl2 × 2H2O Sigma-Aldrich, Nemčija 
 FeSO4 × 7H2O Merck, Nemčija 
 MnSO4 × 4H2O Riedel-de Haën, Nemčija 
 C5H8NO4Na Sigma-Aldrich, Nemčija 
 Triptofan Sigma-Aldrich, Nemčija 
 Lizin Sigma-Aldrich, Nemčija 
 Glukoza Sigma-Aldrich, Nemčija 
 KH2PO4 Sigma-Aldrich, Nemčija 
 Agar Sigma-Aldrich, Nemčija 
 LB agar Sigma-Aldrich, Nemčija 
 LB broth Sigma-Aldrich, Nemčija 
 MOPS Carl Roth, Nemčija 
 K3PO4 Sigma-Aldrich, Nemčija 
 Fenilalanin Merck, Nemčija 
 MgCl2 × 6H2O Fluka, Švica 
 Glicerol Kemika, Hrvaška 
 Tiamin hidroklorid (vitamin B1) Merck, Nemčija 
 FeCl3 × 6H2O Fluka, Švica 
 MnCl2 Merck, Nemčija 
 ZnCl2 Sigma-Aldrich, Nemčija 
 K2HPO4 Sigma-Aldrich, Nemčija 
 Kvasni ekstrakt Biolife, Italija 
 Kazeinski hidrolizat (kazein) Sigma-Aldrich, Nemčija 
 Murashige and Skoog basal salts 
mixture 
Sigma-Aldrich, Nemčija 
 EDTA Sigma-Aldrich, Nemčija 
 NaCl Riedel-de Haën, Nemčija 
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3.1.6 Laboratorijska oprema  
 
Uporabili smo spodaj navedeno laboratorijsko opremo: 
 
 
 avtoklav (A-21)  Kambič, Slovenija 
 centrifuga (Centrifuge 5424) Eppendorf, Nemčija 
 fotometer  Metrel 
 laminarij (Laminar Flow Cabinet) ESCO, ZDA 
 magnetno mešalo (Rotamix SHP-10) Tehtnica, Slovenija 
 pH meter (inoLab) WTW, Nemčija 
 vorteksno mešalo (M83 digital) IKA, VELP Scientifica -Wizard 
 stresalnik (Vibromix 40) Tehtnica, Slovenija 
 stresalnik (Vibromix 10)  Tehtnica, Slovenija 
 tehtnica Vibra-AJ R, Mettler Toledo  
 vodna kopel Julabo 
 spektrofotometer (Nanodrop 1000) Thermo-Scientific, ZDA 
 lupa (Wild M10) Leica 
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3.2 METODE 
3.2.1 Preverjanje prepoznavanja med roji izolatov Bacillus subtilis na poltrdnem 
gojišču B 
Pripravili smo gojišče B z 0,7 % agarja in ga po ohladitvi v vodni kopeli pri 55 °C razlili 
po 15 mL v petrijevke s premerom 70 mm. Te smo pustili čez noč v laminariju, da se je 
gojišče strdilo. Seve B. subtilis smo iz -80 °C nacepili na trdne agarske plošče LB in jih 
inkubirali pri 37 °C preko noči. Nato smo eno bakterijsko kolonijo precepili v 3 mL 
tekočega gojišča LB in inkubirali pri 37 °C s stresanjem 200 rpm preko noči. Po približno 
15-tih urah smo 30 μL kulture (1 % inokuluma) precepili v 3 mL svežega gojišča LB in 
inkubirali še 2-3 h pri 37 °C s stresanjem 200 rpm. Tekočo kulturo smo gojili do OD600 
0,2-0,5; nato smo po 2 μL v dveh tehničnih in treh bioloških ponovitvah nanesli na gojišče 
B ter inkubirali 24 ur pri 37 °C. Poleti smo ta korak izpustili zaradi izsuševanja gojišča B 
in boljše rasti inokuluma na gojišču B, pripravljenega iz prekonočne kulture (večje 
kolonije, bolj izraziti roji in dendriti). Inokulum, ki smo ga pripravili tako, da smo 
prekonočno kuturo precepili v sveže gojišče in inkubirali 2-3 h (kultura v eksponentni fazi 
rasti), je na gojišču B slabše rastel, tvoril slabo vidne dendrite in počasneje rojil. Razlog za 
to je verjetno ta, da so bile celice v eksponentni fazi rasti, kar pomeni, da jih je bilo manj 
kot v prekonočni kulturi in so potrebovale dalj časa za rast, v tem času pa je prišlo do 
izsuševanja gojišča B. V plastične posode za inkubacijo smo dodali mokro papirnato 
brisačo kot vir vlage v posodi. Naslednji dan smo pregledali rezultate in slikali plošče.  
3.2.1.1  Izračun Pearsonovega koeficienta korelacije med fenotipsko in nukleotidno 
podobnostjo med sevi 
Naš namen je bil ugotoviti, ali fenotipska podobnost (prepoznavanje med sevi) in 
nukleotidna podobnost korelirata. Fenotipsko podobnost smo določili glede na fenotipske 
oznake za prepoznavanje med sevi. Oznake smo predstavili v poglavju Rezultati.  
Nukleotidno podobnost (NP) smo izračunali s pomočjo formule: 
,  ... (2) 
kjer NR pomeni nukleotidno razdaljo med posameznimi kombinacijami sevov. Ta podatek 
smo pridobili tako, da smo v program MEGA7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis 
Version 7.0) (Kumar in sod., 2008) vnesli delne (610 bp) nukleotidne sekvence hišnega 
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gena gyrA uporabljenih sevov, jih poravnali ter izbrali možnost programa, da nam 
preračuna nukleotidne razdalje (delež neenakih nukleotidov) med posameznimi sevi.  
Nato smo s pomočjo Excel-ovih funkcij v programu Excel izračunali Pearsonov koeficient 
korelacije. Seve z enako fenotipsko podobnostjo smo združili in za vsako posebej 
izračunali povprečje ter standardno deviacijo nukleotidnih podobnosti in to prikazali v 
grafu. 
3.2.1.2 Preverjanje vpliva časovnega zamika inokulacije sevov na nastanek mejne linije 
Postopek je bil isti kot pri Preverjanju prepoznavanja med roji izolatov B. subtilis na 
poltrdnem gojišču B (3.2.1), le da smo tukaj zaradi uporabe s fluorescentnimi proteini 
označenih sevov gojili bakterije v tekočem gojišču LB z antibiotikom.   
Za ta poskus smo uporabili seva T14-1 in PS-216. Najprej smo na poltrdno agarsko gojišče 
B ob času 0 h dali sev PS-216, pri sobni temperaturi inkubirali in v časovnih intervalih pol 
ure dodajali sev T14-1. Časovni razpon se je gibal med časom 0 in 3 ure. Poskus smo 
izvedli v dveh tehničnih in treh bioloških ponovitvah. 
3.2.1.3 Preverjanje vpliva razdalje med mesti inokulacije na  nastanek mejne linije 
Na poltrdno agarsko gojišče B smo nacepili seva T14-1 in PS-216 v razmakih 0,5 cm, 1cm, 
1,5 cm in 2 cm ter opazovali, kako to vpliva na nastanek mejne linije po 24 urah. Poskus 
smo izvedli v treh ponovitvah. 
Da bi lahko bolj natančno določili, kje je posamezni sev na liniji in ali se mešata med 
seboj, smo poskus ponovili še s fluorescentnimi proteini označenimi sevi. Uporabili smo 
seve PS-216 yfp, PS-216 mKate, PS-218 yfp in PS-218 mKate. Na poltrdno agarsko 
gojišče B smo v razmakih 0,5 cm; 1 cm; 1,5 cm; 2 cm nacepili seva in pod fluorescentno 
lupo opazovali nastanek mejne linije po 24 urah inkubacije pri 37 °C. Uporabili smo lupo s 
fluorescentnimi filtri mCherry (560nm/620nm) in  YFP (500nm/530nm).  
Nacepili smo kombinacije 1) PS-216 yfp: PS-218 mKate, 2) PS-216 yfp: PS-216 mKate, 3) 
PS-218 yfp: PS-218 mKate. Zadnji dve kombinaciji (2 in 3) sta nam služili za kontrolo. 
Uporabili smo dve vrsti kultur: prekonočno (kultura, ki se je inkubirala približno 15 ur) in 
precepljeno kulturo v eksponentni fazi (prekonočno kulturo smo po 15. urah precepili v 
sveže LB gojišče in jo inkubirali 2,5 h). Delali smo v treh ponovitvah.  
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3.2.1.4 Preverjanje vpliva pomanjkanja fosforja na tvorbo mejnih linij 
Za ta poskus smo uporabili seve PS-216, PS-218, T16-10 in T14-1. Primerjali smo rast 
sevov in nastanek mejne linije na navadnem gojišču B in na gojišču B brez dodanega 
KH2PO4. Postopek je bil enak kot pri Preverjanju prepoznavanja med roji izolatov B. 
subtilis na poltrdnem gojišču B (3.2.1). 
3.2.2 Test kolonizacije navadnega repnjakovca s sevi Bacillus subtilis 
3.2.2.1 Sterilizacija semen 
Za ta test smo uporabili semena navadnega repnjakovca ekotipa Col-0, ki smo jih najprej 
sterilizirali - suha semena smo dali v destilirano vodo in jih inkubirali 5 min na sobni 
temperaturi. Nato smo vodo odstranili s pipeto in dodali 70 % etanol ter inkubirali s 
stresanjem 5 min pri 500 rpm (obratov/minuto). Sledila je odstranitev etanola in dodajanje 
5 % natrijevega hipoklorita. To smo pripravili tako, da smo 13 % natrijev hipoklorit redčili 
2,6-krat, mešanica je vsebovala 385 μL natrijevega hipoklorita in 615 μL destilirane vode, 
kar smo inkubirali 10 min s stresanjem pri 500 rpm. Na koncu smo odstranili natrijev 
hipoklorit in mešanico trikrat sprali z destilirano vodo in stresanjem po 2 min pri 500 rpm.  
Semena smo dali kaliti na trdno gojišče MS (Murashige and Skoog basal salts mixture, s 
koncentracijo 2 g/L) z 0,5 % agarja in 0,05 % glukoze in jih pustili inkubirati 1 dan pri 
4°C. Nato smo plošče prestavili v rastno komoro, kjer smo jim omogočili 16 ur svetlobe in 
8 ur teme pri stalni temperaturi 24 °C. Po 6-ih dneh smo prenesli 1 cm dolge rastline v 
mikrotitrske plošče z gojiščem MSNg in jih inokulirali z različnimi kombinacijami 
bakterij. Bakterije smo predhodno gojili v tekočem gojišču LB preko noči (približno 15 
ur), nato pa smo zjutraj prenesli 1 % bakterij (30 μL) v sveže tekoče gojišče LB (3 mL) in 
ga inkubirali še 2,5-3 ure. Po tem smo izmerili OD600 kulture (0,2-0,5) in izračunali 
volumen bakterijske kulture, potrebne za inokulacijo 2 mL gojišča MSNg v mikrotitrski 
ploščici (tako da je bil končni OD600 v luknjici mikrotitrske ploščice = 0,02), v katero smo 
predhodno z zobotrebcem prenesli rastlino iz gojišča MS. To smo dali inkubirati v rastno 
komoro pri 24 °C (cikel svetloba/tema 18/8 h) za 16-20 ur s šibkim stresanjem (10 rpm).  
Naslednji dan smo pripravili preparate. Najprej smo na objektno stekelce previdno položili 
dve rastlini in sicer tako, da je zeleni del rastline gledal cez stekelce, korenina pa je bila na 
objektnem stekelcu. Nato smo nanesli na vsako korenino 15 μL pufra PBS in pokrili 
preparat s krovnim stekelcem. Preparat smo opazovali pod fluorescentnim mikroskopom 
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Axio Observer Z1 s povečavo 1000× z navadno svetlobo, modrim (CFP 47HE) in 
rumenim filtrom (eYFP 46HE) (Zeiss, Nemčija). 
3.2.2.2 Preverjanje rasti v obliki biofilma na gojišču MSgg 
Namen poskusa je bil preveriti rast in morfologijo biofilma (kolonije) uporabljenih sevov 
na trdnem gojišču MSgg. Na trdno 1,5 % gojišče MSgg smo nanesli 3 μL kulture v treh 
ponovitvah. Plošče smo inkubirali 2 dni pri 37 °C in vsakodnevno spremljali rast kolonij.  
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Slika 6: Rezultati preverjanja prepoznavanja med roji izolatov B. subtilis na poltrdnem gojišču B. Z vijolično barvo so označeni sevi B. subtilis, z oranžno B. 
amyloliquefaciens, z modro B. licheniformis in z rumeno B. pumilus.Z rdečo barvo smo označili nastanek mejne linije (+), s svetlo rdečo nastanek šibkejše mejne 
linije (+o), svetlo zelena pomeni, da ni nastala ne mejna linija, ne zlitje (-o), zelena pomeni zlitje rojev (-), bela barva pa da sev ni zrastel (n). 
*naknadno smo ugotovili, da sev T16-5 ni bil ustrezno očiščen in naj bi vseboval  dva seva: T16-5A in T16-5 B
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Preverili smo tudi, ali je sploh sposoben rojenja in izkazalo se je, da roji tako na gojišču 
LB kot tudi na gojišču B, a zelo počasi. Pri stiku z ''lastnim'' sevom sta se seva združila 
(Slika 6).  
V Preglednici 4 smo prikazali število (in %) vseh dobljenih fenotipov med vsemi 
kombinacijami. Sevi so tvorili največ mejnih linij (+) - 71,7 % (233 kombinacij od 325), 
najmanj pa zlitij (-) - 0,3 % (1 kombinacija od 325). Šibkih mejnih linij (+o) je bilo 24,3 % 
(79 kombinacij od 325); 3,7 % (12 kombinacij od 325) sevov pa ni tvorilo ne mejne linije, 
ne zlitja (-o).  
Preglednica 4: Število (in %) vseh dobljenih fenotipov. 
Fenotipske oznake za prepoznavanje Skupno 
Število kombinacij + +o -o - 
Vsi sevi (T in PS) 233 (71,7 %) 79 (24,3 %) 12 (3,7 %) 1 (0,3 %) 325 
Samo T sevi 
105 (68,6 %) 43 (28,1 %) 5 (3,3 %) 0 153 
Z rdečo barvo smo označili nastanek mejne linije (+), s svetlo rdečo nastanek šibkejše mejne linije (+o), 
svetlo zelena pomeni, da ni nastala ne mejna linija, ne zlitje (-o), zelena pa pomeni zlitje rojev (-). 
Sev T17-1 je tvoril z vsemi sevi mejno linijo (+). Zlitja rojev (-) nismo opazili v nobeni 
kombinaciji sevov s paradižnika, tako med sevi, izoliranimi iz iste rastline, kot tudi med 
sevi, izoliranimi z različnih rastlin paradižnika. Zlitje se je pojavilo le pri kombinaciji T16-
8 (sev, izoliran iz rizosfere paradižnika) in PS-216 (sev izoliran iz nabrežja reke Save). Vsi 
sevi so prepoznali ''lastni'' sev in se z njim zlili.  
Seva T16-5A in T16-5B smo pridobili iz seva T16-5, ki ni bil ustrezno očiščen. Seva T16-
5A in T16-5B sta se razlikovala le morfološko, s sevom T16-5 sta se na B mediju med 
rojenjem združila (''kin''). Pri sevih T16-5, T16-5 A in T16-5 B vidimo zelo podobno 
morfologijo, ki je pri zadnjih dveh praktično enaka.   
Če upoštevamo, da smo izločili seve T24-5, T16-5 A in T16-5 B, je ostalo 26 sevov, katere 
smo nanašali na plošče v vseh kombinacijah. Zaradi boljše preglednosti smo v Preglednici 
5 združili jasne in šibkejše mejne linije (oznaki + in +o) in jih prikazali kot en sam fenotip. 
Prav tako nismo upoštevali kombinacije ''sam s sabo'', saj je v tem primeru vsak sev tvoril 
zlitje (-). Najmanj mejnih linij je tvoril sev T16-8 - 81,5 % (21 kombinacij od 26), kjer se 
je tudi pojavila edina kombinacija zlitja rojev med sevoma T16-8 in PS-216. Sevi T21-1, 
T14-1, T14-3, T14-5, PS-218, T14-4, PS-209, T17-1, PS-196, T16-7, T26-2 in T15-1 so 
tvorili mejne linije z vsemi ostalimi sevi - 100,0 % (26 kombinacij od 26). Pri 3,7 % (1 od 
26) kombinacij smo zaznali stik med roji sevov, ki pa ni mejna linija (-o).
Cerovečki A. Prepoznavanje med roji izolatov Bacillus subtilis s korenin paradižnika. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
27 
Preglednica 5: Pogostost tvorbe mejnih linij, zlitja in vmesnih stanj med sevi, izoliranimi iz rizosfere 
paradižnika (sevi T) in z nabrežja reke Save (sevi PS). 
Fenotipske oznake za prepoznavanje Skupno 
Sevi bakterij + -o - 
T16-8 81,5 % (21) 14,8 % (4) 3,7 % (1) 26 
T21-1 100,0 % (26) 0 0 26 
3610 92,6 % (24) 7,4 % (2) 0 26 
PS-31 85,2 % (22) 14,8 % (4) 0 26 
PS-216 88,9 % (23) 7,4 % (2) 3,7 % (1) 26 
T21-2 96,3 % (25) 3,7 % (1) 0 26 
T14-1 100,0 % (26) 0 0 26 
PS-261 96,3 % (25) 3,7% (1) 0 26 
T16-4 96,3 % (25) 3,7 % (1) 0 26 
T14-3 100,0 % (26) 0 0 26 
T14-5 100,0 % (26) 0 0 26 
T16-2 92,6 % (24) 7,4 % (2) 0 26 
T16-10 96,3 % (25) 3,7 % (1) 0 26 
T16-5 92,6 % (24) 0 0 26 
PS-218 100,0 % (26) 0 0 26 
T14-4 100,0 % (26) 0 0 26 
PS-209 100,0 % (26) 0 0 26 
T16-3 96,3 % (25) 3,7 % (1) 0 26 
T17-1 100,0 % (26) 0 0 26 
PS-263 96,3 % (25) 3,7 % (1) 0 26 
PS-196 100,0 % (26) 0 0 26 
T16-7 100,0 % (26) 0 0 26 
T16-6 96,3 % (25) 3,7 % (1) 0 26 
T26-2 100,0 % (26) 0 0 26 
T15-1 100,0 % (26) 0 0 26 
T31-1 88,9 % (23) 11,1 % (3) 0 26 
Z rdečo barvo smo označili nastanek mejne linije (združeni rezultati + in +o), svetlo zelena pomeni, da ni 
nastala ne mejna linija, ne zlitje (-o), zelena pa pomeni zlitje rojev (-). Z vijolično barvo so označeni sevi B. 
subtilis, z oranžno B. amyloliquefaciens in z modro B. licheniformis  
Zanimalo nas je tudi, kakšna je razporeditev fenotipov glede na posamezno rastlino, iz 
katere so izolirali seve (Preglednica 6). Uporabili smo 18 sevov, izoliranih iz sedmih 
rastlin, ki so skupno tvorile 153 kombinacij. Največ mejnih linij (+) je nastalo med sevi 
T24-5, ki so izvirali iz različnih rastlin- 66,1 % (78 kombinacij od 118), zelo podobno pa 
so sevi, izolirani znotraj rastline, tvorili 77,1 % mejnih linij (27 kombinacij od 35). Stik 
med roji sevov, ki pa ni ne mejna linija ne zlitje (-o), smo pri sevih znotraj iste rastline 
opazili pri 2,9 % (1 kombinacija od 35 ), medtem ko je bilo pri sevih, izoliranih iz različnih 
rastlin teh 3,4 % (4 kombinacije od 118). Iz rezultatov je razvidno, da na prepoznavanje 
med sevi ne vpliva, ali sta bila oba seva izolirana iz iste ali iz dveh različnih rastlin.  
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Preglednica 6: Porazdelitev fenotipov interakcij med sevi glede na to, ali sta bila seva izolirana iz iste rastline 
ali iz različnih rastlin.  
Fenotipske oznake za prepoznavanje 
Kombinacija sevov + +o -o - 
Izolirana znotraj iste rastline 77,1 % (27) 20 % (7) 2,9 % (1) 0 
Izolirana iz dveh različnih rastlin 66,1 % (78) 30, 5 % (36) 3,4 % (4) 0 
Z rdečo barvo smo označili nastanek mejne linije (+), s svetlo rdečo nastanek šibkejše mejne linije (+o), 
svetlo zelena pomeni, da ni nastala ne mejna linija, ne zlitje (-o), zelena pomeni zlitje rojev (-). 
4.1.1  Povezava med fenotipsko in nukleotidno podobnostjo med sevi, izoliranimi iz 
rizosfere paradižnika  
Fenotipsko podobnost smo določili glede na prepoznavanje oz. nastanek mejnih linij med 
roji testiranih sevov. Določili smo, da mejna linija (+) predstavlja fenotipsko podobnost 
med sevoma 0, šibka mejna linija (+o) 0,2; fenotip -o predstavlja podobnost 0,8 in zlitje 
rojev (-) pomeni fenotipsko podobnost med sevoma 1. Nukleotidno podobnost med dvema 
sevoma pa smo izračunali na podlagi nukleotidnega zaporedja 610 bp gena za gyrA s 
pomočjo Formule 2, ki je zapisana v Materialu in Metodah v poglavju 3.2.1.1.  
Da bi ugotovili, ali obstaja povezava med nukleotidno in fenotipsko podobnostjo, smo 
izračunali Pearsonov koeficient korelacije med obema. Dobili smo vrednost 0,45, kar kaže, 
da je korelacija med fenotipsko in nukleotidno podobnostjo šibka do zmerna. To smo 
preverili tudi tako, da smo izračunali povprečne vrednosti nukleotidnih podobnosti za 
vsako od opaženih skupin fenotipske podobnosti (+, +o in -o oz. 0, 0.2 in 0.8), kar smo 
prikazali na Sliki 7. Vidimo, da se povprečne vrednosti nukleotidne podobnosti razlikujejo 
glede na določeno fenotipsko podobnost. Rezultat ni povsem statistično zanesljiv, saj smo 
v različnih fenotipskih skupinah dobili zelo različno število parov sevov, ki jim pripadajo. 
Pri fenotipu -o smo imeli samo dva podatka, pri +o 12 podatkov, vsi ostali pa so pripadali 
fenotipu + (64 podatkov). Pri tej analizi nismo upoštevali kombinacij sevov ''s samim sabo'' 
(-).  
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4.1.3 Vpliv razdalje med mesti inokulacije na  nastanek mejne linije 
Namen poskusa je bil ugotoviti, ali razdalja med nacepljenima sevoma vpliva na nastanek 
mejne linije med roji dveh sevov. Pri razdalji 0,5 cm še ni bilo jasno, ali gre za mejno linijo 
ali ne (Slika 9A), pri razdalji med sevoma 1 cm in več pa se je nedvomno naredila mejna 
linija med rojema (Slika 9B).  
 A   B  C   D 
Slika 9: Mejne linije v odvisnosti od razdalje med nacepljenima sevoma T14-1 in PS-216. Od leve proti desni 
si sledijo razdalje 0,5 cm (A); 1 cm (B), 1,5 cm (C) in 2 cm (D). Na vseh slikah je na levi strani sev T14-1, na 
desni pa PS-216. 
Za preverjanje tega pojava smo uporabili fluorescentno označene seve in jih na enak način 
nacepili na plošče ter nato pogledali s fluorescentno lupo (Sliki 10 in 11). Mejna linija je 
nastala med sevoma PS-216 yfp in PS-218 mKate pri vseh razdaljah (jasna črna črta med 
obema sevoma) ne glede na fazo rasti inokuluma.  
Pri inokulumu kulture, nacepljenemu v eksponentni fazi rasti, so lepo vidni dendriti rojev, 
medtem ko pri inokulumu prekonočne kulture izstopa večji osrednji del, kamor smo 
nanesli kulturo, kar je najverjetneje posledica večjega števila celic v inokulumu.  
 A  B  C  D 
Slika 10: Mejne linije v odvisnosti od razdalje med označenimi sevi PS-216 yfp (BM1090) in PS-218 mKate 
(BM1098) (nacepljen inokulum prekonočne kulture). Od leve proti desni si sledijo razdalje med točkami 
inkoluma 0,5 cm (A); 1 cm (B), 1,5 cm (C) in 2 cm (D). Na vseh slikah je na levi sev PS-216 yfp, na desni pa 
PS-218 mKate. Slikano pod fluorescentno lupo pri 8-kratni povečavi. 
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 A  B  C  D 
Slika 11: Mejne linije v odvisnosti od razdalje med označenimi sevi PS-216 yfp (BM1090) in PS-218 mKate 
(BM1098) (kultura, nacepljena v eksponentni fazi rasti). Od leve proti desni si sledijo razdalje med točkami 
inokuluma 0,5 cm (A); 1 cm (B), 1,5 cm (C) in 2 cm (D). Na vseh slikah je na levi sev PS-216 yfp, na desni 
pa PS-218 mKate. Slikano pod fluorescentno lupo pri 8-kratni povečavi. 
Roji sevov PS-216 yfp in PS-216 mKate ter PS-218 yfp in PS-218 mKate (Slika 12-15) so 
se med seboj zlili, kar smo pričakovali, saj so to pari istega seva, le označeni z različnimi 
fluorescentnimi proteini. Mejne linije med sevi (črne črte ali ostra razmejitev med celicami 
z rdečim in rumenim fluorescentnim proteinom) nismo opazili tako pri inokulumu 
prekonočne kulture kot tudi pri inokulumu kulture, nacepljene v eksponentni fazi rasti. 
Kljub temu še vedno lahko opazimo določeno teritorialnost sevov pri procesu rojenja, saj 
se tudi enaki sevi med seboj ne pomešajo v celoti, ampak vidimo ozko cono mešanja 
sevov, ki se kaže kot rahla oranžna cona med rdečim in zelenim sevom. Prav tako so tudi 
tukaj lepo vidni dendriti bakterijskih rojev, ko smo celice nacepili v eksponentni fazi, 
medtem ko so roji, ki so bili nacepljeni iz prekonočnih kultur, malo zabrisani in je mesto 
nanosa kulture večje.  
A B  C  D 
Slika 12: Zlitje fluorescentno označenih sevov PS-216 (BM1090) yfp in PS-216 mKate (BM1097) (nacepljen 
inokulum prekonočne kulture). Od leve proti desni si sledijo razdalje med točkami inokuluma 0,5 cm (A); 1 
cm (B), 1,5 cm (C) in 2 cm (D). Na vseh slikah je na levi sev PS-216 yfp, na desni pa PS-216 mKate 
(kontrola). Slikano pod fluorescentno lupo pri 8-kratni povečavi. 
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 A  B  C  D 
Slika 13: Zlitje fluorescentno označenih sevov PS-216 yfp (BM1090) in PS-216 mKate (BM1097) (kultura, 
nacepljena v eksponentni fazi rasti). Od leve proti desni si sledijo razdalje med točkami inokuluma 0,5 cm 
(A); 1 cm (B), 1,5 cm (C) in 2 cm (D). Na vseh slikah je na levi sev PS-216 yfp, na desni pa PS-216 mKate 
(kontrola). Slikano pod fluorescentno lupo pri 8-kratni povečavi. 
A  B  C  D 
Slika 14: Zlitje fluorescentno označenih sevov PS-218 yfp (BM1116) in 218 mKate (BM1098) (nacepljen 
inokulum prekonočne kulture). Od leve proti desni si sledijo razdalje med točkami inokuluma 0,5 cm (A); 1 
cm (B), 1,5 cm (C) in 2 cm (D). Na vseh slikah je na levi sev PS-218 yfp, na desni pa PS-218 mKate 
(kontrola). Slikano pod fluorescentno lupo pri 8-kratni povečavi. 
A  B  C  D 
Slika 15: Zlitje fluorescentno označenih sevov PS-218 yfp (BM1116) in PS-218 mKate (BM1098) (kultura, 
nacepljena v eksponentni fazi rasti). Od leve proti desni si sledijo razdalje med točkami inokuluma 0,5 cm 
(A); 1 cm (B), 1,5 cm (C) in 2 cm (D). Na vseh slikah je na levi sev PS-218 yfp, na desni pa PS-218 mKate 
(kontrola). Slikano pod fluorescentno lupo pri 8-kratni povečavi. 
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4.1.4 Vpliv fosforja na tvorbo mejnih linij 
Namen poskusa je bil ugotoviti, ali prisotnost KH2PO4 v gojišču B vpliva na nastanek 
mejne linije. Že na prvi pogled smo opazili veliko razliko med rastjo bakterij na gojiščih z 
in brez KH2PO4. Kjer je kalijev fosfat dodan, vidimo enakomerno rast bakterij in jasno 
mejno linijo, medtem ko tam, kjer ga ni, vidimo šibkejšo rast bakterij in tudi zelo slabo 
vidno mejno linijo (Slika 16).  
 A  B 
Slika 16: Vpliv pomanjkanja fosforja na rojenje. Primerjava rasti bakterij na poltrdnem B mediju z (A) in 
brez (B) dodanega KH2PO4.  
4.2 KOMPETICIJA MED SEVI B. subtilis  PRI KOLONIZACIJI RASTLINE 
4.2.1 Rast v obliki biofilma na gojišču MSgg 
Za kolonizacijo biofilma na korenini je pomembna sposobnost tvorbe biofilma, zato smo to 
predhodno preverili na trdnem gojišču MSgg. Vsi sevi so bili sposobni rasti na izbranem 
gojišču in so pri tem tvorili morfološko raznolike biofilme. Na Sliki 17 so prikazane 
nastale kolonije. 
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Slika 17: Prikaz rasti sevov v obliki biofilma na gojišču MSgg. 
Najmanjše kolonije je tvoril sev T16-6, ki je tvoril gladke bele kolonije, v premeru velike 
0,5 cm. V povprečju je večina sevov tvorila nagubane hrapave kolonije bele barve velikosti 
1 cm z nazobčanim robom. Največje kolonije so zrastle pri sevu T16-7 (1,5 cm). Pri sevih 
T14-3, T16-4, T14-1, T21-1, T16-10, T14-5, PS-209, T14-4 in PS-196 smo okoli nastale 
rahlo rumeno obarvane kolonije opazili rdečkasto-oranžno obarvanje gojišča. Seva T26-2 
in T31-1 sta tvorila gladke bele kolonije z nazobčanim robom, s premeroma 0,8 cm in 0,6 
cm.  
4.2.2  Kolonizacija korenine navadnega repnjakovca s sevi Bacillus subtilis 
Vpeljali in optimizirali smo metodo za testiranje kompeticije med izolati za kolonizacijo 
korenine navadnega repnjakovca, da bi preverili, če prepoznavanje sevov, ki smo ga 
opazili med rojenjem, vpliva na sestavo biofilmov na korenini.  
Rezultati so pokazali, da v primeru kombinacije manj sorodnih sevov (''non-kin'') (PS-216 
YFP in PS-218 CFP in sevi z obratno fluorescentno označenimi proteini) prevlada na 
korenini en sev (Slika 18). 
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Slika 18: Prikaz sevov B. subtilis PS-216 yfp (BM1115) in PS-218 cfp (BM1124) na korenini A. thaliana 
(1000× povečava). Na slikah A in B je prikazana prevlada seva PS-216 yfp (BM1115) v kombinaciji s sevom 
PS-218 cfp (BM1124), uporabljen je bil filter eYFP 46HE (Zeiss, Nemčija). Na slikah C in D je prevladal 
sev PS-216 cfp (BM1123) v kombinaciji s sevom PS-218 yfp (BM1116), uporabljen je bil filter CFP 47HE 
(Zeiss, Nemčija). Na slikah A in C so prikazane bakterije brez ozadja (korenine), na sliki B in D pa je slika 
celotne korenine z bakterijami. 
V primeru kombinacije bolj sorodnih sevov (''kin'') (PS-216 YFP in PS-18 CFP in obratno) 
sta na korenini prisotna oba seva (Slika 19).  
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Slika 19: Prikaz sevov B. subtilis PS-216 yfp (BM1115) in PS-18 cfp (BM1118) na korenini A. thaliana 
(1000× povečava). Na vseh slikah (A-D) sta kombinaciji sevov PS-216 yfp (BM1115) in PS-18 cfp 
(BM1118) (uporabljen filtrski set CFP 47HE in eYFP 46HE (Zeiss, Nemčija)). Na Slikah B in D so poleg 
bakterij prikazane še korenine (ozadje).   
Kokulturo obeh inokuliranih sevov smo na korenini opazili tudi kadar smo kokultivirali 
seva B. subtilis, ki sta nam služila za kontrolo (''self-recognition'' med sevi PS-216 YFP in 
PS-216 CFP ter PS-218 YFP in PS-218 CFP). Podobno smo opazili v gojišču MSNg, v 
katerem so se inkubirale rastline in mešanice sevov: v primeru manj sorodnih (''non-kin'') 
parov sevov PS-216 YFP in PS-218 CFP (in označeni z obratnimi fluorescentnimi proteini) 
smo opazili skupke celic enega seva (ene ali druge barve), ki je prevladal. Prevlada enega 
seva je bila naključna, saj je enkrat prevladal en sev, drugič pa drug. Pri kombinacijah bolj 
sorodnih ali sevov ''kin''  (PS-216 YFP in PS-18 CFP in obratno) so se pojavili skupki obeh 
sevov. Ti so se prav tako pojavili pri kombinacijah PS-216 in PS-218 s samim seboj (yfp in 
mKate). Kot kontrolo kontaminacije smo inkubirali samo rastlino v gojišču MSNg, brez 
dodanih bakterij (pokazatelj kontaminacije vzorca).  
Cerovečki A. Prepoznavanje med roji izolatov Bacillus subtilis s korenin paradižnika. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
37 
5 RAZPRAVA 
5.1 PREPOZNAVANJE MED ROJI IZOLATOV B. subtilis NA POLTRDNEM 
GOJIŠČU B  
Pri izvedbi poskusa smo uporabili 28 sevov treh različnih vrst rodu Bacillus: B. subtilis, B. 
licheniformis in B. amyloliquefaciens. Sevi so bili izolirani iz nabrežja reke Save (Stefanic 
in Mandic-Mulec, 2009) in iz rizosfere paradižnika (Oslizlo in sod., 2015). Vsi proučevani 
sevi so bili sposobni rojenja na poltrdnem agarskem gojišču, kar kaže na to, da je rojenje 
zelo razširjena oblika premikanja pri proučevanih vrstah rodu Bacillus. Henrichsen (1972) 
je definiral rojenje kot vrsto socialnega gibanja bakterij po poltrdni podlagi, pri katerem so 
udeleženi bički. V okoljih, kjer je malo hranil, je rojenje strategija za preživetje (Whipps, 
2001) in predpogoj za tvorbo biofilma in kolonizacijo korenin rastlin (Dietel in sod., 2012). 
Prepoznavanje med sevi smo preverjali z opazovanjem stika dveh rojev sevov, ki smo ju 
nacepili na poltrdno agarsko ploščo. S prostim očesom vidna mejna linija med rojema 
nastane, ko se sevi med seboj ne prepoznajo kot ''kin'' (manj sorodne ali ''non-kin'' 
kombinacije sevov). Največ kombinacij sevov (73,3 %) je med seboj tvorilo mejno linijo, s 
čimer smo potrdili prvo hipotezo, da se roji sevov Bacillus med seboj večinoma ne bodo 
prepoznavali. Podobno so ugotovili Stefanic in sod. (2015), ki so opazovali interakcije med 
39 izolati B. subtilis, izoliranih iz nabrežja reke Save, med katerimi je 68 % kombinacij 
tvorilo mejno linijo, 16 % je tvorilo šibkejše mejne linije, 16 % kombinacij rojev pa se je 
med seboj zlilo.  
Edini sev, ki je v našem eksperimentu z vsemi ostalimi sevi iz obeh preiskovanih okolij 
tvoril mejno linijo, je bil T17-1. Vsi roji sevov so se z lastnim sevom zlili. Pri poskusu, ki 
so ga izvedli Stefanic in sod. (2015), so opazili enako. Zlitje rojev med dvema različnima 
sevoma smo opazili le pri eni kmbinaciji sevov (T16-8 in PS-216), ki izvirata iz 
popolnoma različnih okolij. Sev T16-8 producira več biofilma in surfaktantov od ostalih 
sevov, izoliranih iz rizosfere paradižnika, poročajo pa tudi o njegovem pozitivnem vplivu 
na rast rastlinske biomase (Oslizlo in sod., 2015). Sev PS-216 sodi v ekotip PE 10 
(Koeppel in sod., 2008; Stefanic in sod., 2012) in na korenini v prisotnosti ''non-kin'' seva 
tvori dolge in filamentozne celice, kar kaže na verjetno aktivacijo odziva na stres (Stefanic 
in sod., 2015).  
Zanimalo nas je tudi, ali bodo med sevi, izoliranimi iz iste rastline paradižnika, bolj 
pogoste interakcije ''kin'' (zlitje rojev) kot med sevi, ki so bili izolirani iz različnih rastlin. 
Naši rezultati so pokazali, da so med vsemi kombinacijami sevov prevladovale interakcije 
''non-kin'' oziroma nastanek mejne linije, ne glede na to, ali so bili sevi izolirani iz iste ali 
iz različnih rastlin. To nakazuje, da se tudi znotraj ene same korenine že pojavlja 
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sorodstvena diskriminacija med sevi in da le-ta najverjetneje ni posledica fizične ločitve 
med sevi.  
Pearsonov koeficient korelacije med fenotipskim prepoznavanjem in nukleotidno 
podobnostjo je 0,45, kar kaže na to, da fenotipska in nukleotidna podobnost šibko do 
zmerno pozitivno korelirata, kar smo pokazali tudi s povprečnimi vrednostmi nukleotidne 
podobnosti pri treh različnih fenotipih prepoznavanja. Povprečne vrednosti nukleotidne 
podobnosti so rastle z naraščujočo fenotipsko podobnostjo. Fenotip + (0) je imel najnižjo 
povprečno nukleotidno (98,77 %) podobnost, -o (0,8) pa najvišjo (100,00 %). Ker nismo 
dobili med izolati rastlin nobenega primera zlitja in le dva primera, ko ni bilo mejne linije 
ne zlitja rojev, so podatki statistično nezanesljivi. Poleg tega smo analizirali nukleotidno 
podobnost glede na 610 baznih parov dolgo nukleotidno zaporedje gyrA, kar je premalo za 
določanje podobnosti, potrebovali bi večje število genov. Pozitivna korelacija med 
nukleotidno in fenotipsko podobnostjo ni več veljala, če smo v analizo vključili še druge 
vrste Bacillus (B. licheniformis, B. amyloliquefaciens).  
Lyons in Kolter (2017) sta proučevala, kje je meja sorodstvene diskriminacije med vrstami 
rodu Bacillus. Interakcije med bolj sorodnimi vrstami so bile predvsem antagonistične 
(''non-kin''), vendar pa ob določeni filogenetski razdalji te niso več korelirale s sorodnostjo. 
Skoraj vsi (63 vrst od 64) roji vrst v neposrednem kladu subtilis (sem sta uvrstila B. 
subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis) se med seboj niso prepoznali (''non-kin''), 
pri bolj oddaljenih vrstah pa so bili odzivi na srečanje drugih bakterij naključni. Izjema je 
bil  B. licheniformis, ki je filogenetsko najbolj oddaljen sorodnik B. subtilis v kladu, roja 
teh bakterij sta se zlila med seboj. Najbolj filogenetsko sorodni sevi se med seboj obnašali 
antagonistično (Lyons in Kolter, 2017). S tem lahko morda pojasnimo nastanek večjega 
števila šibkejših mejnih linij, ki so nastale med B. subtilis in B. licheniformis. 
Naši rezultati kažejo, da obstaja sorodstvena diskriminacija med roji bakterij in da so sevi 
izolirani iz nabrežja reke Save in sevi, izolirani iz rizosfere paradižnika, genetsko zelo 
podobni in se roji med seboj lahko celo združijo (seva T16-8 in PS-216). Stefanic in sod. 
(2015) so ugotovili, da je tvorba mejnih linij povezana z genetsko sorodnostjo sevov in da 
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5.1.1 Vpliv časovnega zamika inokulacije sevov in vpliv razdalje med mesti 
inokulacije na  nastanek mejne linije 
Na podlagi opažanj med poskusi smo preverili, ali imata časovni zamik inokulacije sevov 
in razdalja med mesti inokulacije kakšen vpliv na nastanek mejne linije. Pri testiranju 
časovnega zamika inokulacije sevov smo ugotovili, da časovni zamik pri inokulaciji enega 
seva (do 3 ure) ne vpliva na nastanek mejne linije. Mejna linija med sevoma je bila zelo 
podobna in približno na istem mestu ne glede na časovni zamik. Najverjetneje pa bi, če bi 
časovni zamik še podaljšali, prišlo do preraščanja plošče s strani prvo nacepljenega seva in 
drugi sev ne bi imel prostora rojiti. Naši rezultati kažejo na to, da manjša odstopanja v času 
nacepljanja oz. tudi manjše razlike v številu nacepljenih celic najverjetneje ne vplivajo na 
nastanek mejne linije.  
Pri poskusu, kjer smo preverjali vpliv razdalje med mesti inokulacije na nastanek mejne 
linije, pa smo opazili nedvoumen nastanek mejne linije pri vseh razdaljah, razen pri 0,5 
cm. Odločili smo se, da bomo mikroskopsko preverili, kaj se zgodi na manjši razdalji s 
samo linijo, zato smo uporabili s fluorescentnimi proteini označene seve (PS-216 yfp, PS-
216 mKate, PS-218 yfp, PS-218 mKate).  
Opazili smo, da tudi pri razdalji med mesti inokulacije 0,5 cm nastane mejna linija med 
manj sorodnimi sevi (jasna črna črta- območje, kjer je precej manj celic med obema 
rojema). Preverili smo tudi vpliv faze rasti celic v inokulumu (kultura v stacionarni ali v 
eksponentni fazi rasti) na rojenje in pojav mejnih linij. Če smo nacepili kulturo v 
stacionarni fazi, smo opazili povečano rast na večjem delu mesta inokulacije kulture 
(zaradi večjega števila celic), medtem ko so bili po nacepljanju kulture v eksponentni fazi 
lepše vidni dendriti rojev. Stefanic in sod. (2015) so v svojem poskusu ravno tako opazili 
lepo vidne in razvejane dendrite, saj so nacepili celice iz prekonočne kulture, ki pa so jih 
redčili 10.000-krat, zato so celice najverjetneje začele rojiti po plošči šele v svoji 
eksponentni fazi rasti, ko so se dovolj namnožile.  
Pri enakih, le različno fluorescentno označenih kombinacijah sevov (PS-216 yfp in PS-216 
mKate ter PS-218 yfp in PS-218 mKate), ki smo jih uporabili kot kontrolo, nismo opazili 
nastanka mejne linije, roji sevov so se med seboj zlili. Vendar smo kljub temu, da gre tukaj 
za isti sev (imajo le drugačne fluorescentne oznake), opazili določeno teritorialnost sevov v 
procesu rojenja. Ob zlitju rojev smo opazili le ozko območje ''pomešanih'' oranžnih celic. 
Enak pojav so opazili Stefanic in sod. (2015), ki teritorialnost rojev na poltrdnem gojišču 
razlagajo po principu ''kdor prvi pride, prvi melje''. Prav tako smo s pomočjo fluorescentne 
lupe opazili lepo vidne dendrite rojev, nacepljenih v eksponentni fazi in večje mesto 
nanosa pri prekonočni kulturi.  
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5.2 VPLIV POMANJKANJA FOSFORJA 
Bakterije so na gojišču z dodanim KH2PO4 normalno rastle, rojile in z manj sorodnimi sevi 
tvorile čisto in jasno mejno linijo. Ko pa smo preverili to na gojišču brez KH2PO4, je bila 
že na pogled opazna manjša rast bakterij (prosojno gojišče), dendriti so se komaj opazili, 
mejna linja pa je bila zelo šibka in se je komaj videla, kar pa je verjetno posledica slabše 
rasti bakterij.  
Lyons in sod. (2016) so pokazali, da ima pomanjkanje fosforja pomembno vlogo pri 
sorodstvenem prepoznavanju bakterij. Na poltrdnem gojišču z nizko vsebnostjo fosfata so 
opazili bolj izrazite mejne linije med roji, medtem ko so na gojišču z visoko vsebnostjo 
fosfata bile te manj izrazite.  
5.3 TEST KOMPETICIJE MED IZOLATI Bacillus subtilis ZA KOLONIZACIJO 
KORENIN NAVADNEGA REPNJAKOVCA 
Pri drugem delu magistrske naloge smo vpeljali in optimizirali test kompeticije med izolati 
za kolonizacijo korenin navadnega repnjakovca, s katerim smo preverjali, ali 
prepoznavanje sevov med rojenjem vpliva na nastanek biofilmov na korenini. Za gojenje 
rastlin in test kolonizacije korenine smo uporabili metodo po Beauregard in sod. (2013), 
potrebna je bila optimizacija metode za sterilizacijo semen in samo rast rastlin na 
ustreznem gojišču.  
Naša hipoteza je bila, da bo med tistimi sevi, ki bodo na površini poltrdega gojišča tvorili 
linijo, prišlo do kompeticije za kolonizacijo korenin in bo prevladal en sev. Na koreninah 
sicer nismo opazili linij, ki so bile prisotne na ploščah, smo pa potrdili hipotezo o 
medsebojnem izključevanju manj sorodnih sevov. Po inokulaciji mešanice sevov PS-216 
YFP in PS-218 CFP (in sevi z obratno fluorescentno označenimi proteini) je prevladal na 
korenini le en sev, pri testiranju kombinacij bolj sorodnih (''kin'') sevov (PS-216 YFP in 
PS-18 CFP in obratno) pa sta bila na korenini prisotna oba seva. Testirali smo tudi rast 
sevov v kokulturi v gojišču MSNg, kjer smo inkubirali bakterijske seve skupaj s 
koreninami. V primeru bolj sorodnih sevov smo opazili oba seva rasti skupaj v skupkih, 
medtem ko smo v primeru manj sorodnih sevov pod mikroskopom opazli skupke 
posameznega seva. Tvorbe biofilmov sevov, izoliranih s korenin paradižnika, nismo 
preverjali, saj fluorescentno označeni sevi še niso bili pripravljeni, zato bi bilo v 
prihodnosti potrebno preveriti še kompeticijo na korenini med rastlinskimi izolati.    
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V študiji, ki so jo naredili Stefanic in sod. (2015) pri isti kombinaciji ni vedno prevladal isti 
sev. Rezultati so pokazali, da sta oba seva na korenini imela enake možnosti za prevlado, 
včasih je prevladal eden, včasih drugi sev, kar bi lahko bila posledica manjših razlik v 
številu celic v inokulumu. Podobno kot Stefanic in sod. (2015) smo v naših poskusih 
ugotovili, da lahko na korenini učinkovito sobivajo le bolj sorodni (''kin'') sevi, medtem ko 
pri manj sorodnih sevih (''non-kin'') opazimo antagonističen odnos med bakterijami, saj je 
prisoten na korenini le en sev, ki drugega očitno izključuje. Med ponovitvami poskusa ni 
vedno prevladal isti sev.  
V prihodnjih raziskavah bi lahko seve, izolirane iz rizosfere paradižnika, podrobneje 
raziskali in okarakterizirali. S pomočjo optimizirane metode za testiranje kompeticije med 
izolati za kolonizacijo korenin navadnega repnjakovca bi lahko preverili še vsaj nekaj 
kombinacij sevov ''kin'' in ''non-kin'', da bi lahko dobili nekoliko bolj zanesljive zaključke o 
kompeticiji oz. sobivanju med različnimi kombinacijami sevov glede na njihovo sorodnost 
oz. pripadnost skupinam ''kin''. Bakterije rodu Bacillus se danes uporabljajo tudi kot 
biopesticidi (Nakkeeran in sod., 2005), kar bi lahko izkoristili pri nadaljnjih raziskavah 
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6 SKLEPI 
 Roji sevov Bacillus se med seboj večinoma niso prepoznavali kot ''kin'', kar smo
opazili kot pojav mejne linije na stiku rojev.
 Prepoznavanje med sevi šibko do zmerno korelira z nukleotidno podobnostjo.
 Časovni zamik inokulacije in razdalja med mesti inokulacije nista vplivali na
nastanek mejne linije.
 Pomanjkanje fosforja je vplivalo na rast bakterij in tudi na nastanek mejne linije
med roji.
 Metoda za testiranje kompeticije med izolati za kolonizacijo korenine navadnega
repnjakovca je primerna za preučevanje sorodstvene diskriminacije na korenini.
 Med sevi, ki so na površini poltrdnega gojišča tvorili linijo, je prišlo do kompeticije
za kolonizacijo korenine in prevladal je en sev, medtem ko so pari sevov ''kin'' na
korenini sobivali.
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Preživetje bakterije v okolju, kjer ni dovolj hranil, je odvisno od mnogih dejavnikov. 
Pomembna preživetvena strategija je rojenje, z bički usmerjeno gibanje skupine bakterij po 
poltrdnem gojišču (Whipps, 2001). Bakterije začnejo rojiti pri spremembi okoljskih 
dejavnikov. Najprej se prične produkcija surfaktantov (Lindum in sod., 1998; Köhler in 
sod., 2000) in poveča se običkanost celic (Kearns in Losick, 2003). Rojenja so sposobne 
tako po Gramu negativne, kot tudi po Gramu pozitivne bakterije, med katerimi so tudi 
bakterije iz rodu Bacillus (Fraser in Hughes, 1999; Macfarlane in sod., 2001; Ghelardi in 
sod., 2002; Senesi in sod., 2002). Pri odločanju za kooperativno vedenje, kamor spada tudi 
rojenje, lahko sodeluje sorodstvena diskriminacija, ki omogoči razlikovanje bolj sorodnih 
(''kin'') bakterij od manj sorodnih (''non-kin'') (Hamilton, 1964). 
 
Preverjali smo, kako se roji izolatov B. subtilis, B amyloliquefaciens, B. licheniformis in B. 
pumilus med seboj prepoznavajo na poltrdnem gojišču. Ugotavljali smo, ali imata časovni 
zamik in razdalja med mesti inokulacije vpliv na nastanek mejne linije. Preverjali smo 
vpliv fosforja na rojenje in nastanek mejne linije med roji ter kako se razlikujejo roji na B 
gojišču od rojev na gojišču brez dodatnega vira fosforja. Optimizirati je bilo potrebno 
metodo za sterilizacijo semen in samo rast rastlin na ustreznem gojišču. Naredili smo test 
kolonizacije navadnega repnjakovca s sevi B. subtilis, da bi preverili kompeticijo med sevi, 
ki so na poltrdnem gojišču tvorili linijo. 
 
Ugotovili smo, da imajo bakterije več različnih fenotipskih vzorcev prepoznavanja, ki smo 
jim dodelili 4 najpogostejše fenotipske oznake: + pomeni nastanek čiste in jasne mejne 
linije, +o  pomeni nastanek nekoliko šibkejše mejne linije, -o pomeni, da nismo opazili 
zlitja med roji, ni pa tudi prave mejne linije, - pa da so se roji med seboj zlili, mejne linije 
ni bilo. 
 
Najpogosteje se je pojavljala mejna linija (+) med sevi, roji istega seva pa so se med seboj 
vedno zlili. Edina različna seva, ki sta se med seboj zlila, sta bila seva T16-8 in sev PS-
216. Sev T17-1 je z vsemi ostalimi tvoril mejno linijo.  
 
Ugotovili smo, da časovni zamik inokulacije sevov in razdalja med mesti inokulacije 
nimata vpliva na nastanek mejne linije. Glede na to, da je pomanjkanje fosforja eden od 
dejavnikov, ki vpliva na sorodstveno prepoznavanje bakterij (Lyons in sod., 2016), smo 
preverili vpliv gojišča brez dodatnega vira fosforja na rast bakterij in nastanek mejne linije. 
Opazili smo, da je rast bakterij na gojišču brez fosfata dosti slabša kot na gojišču s 
fosfatom, posledično je bila tudi mejna linija šibkejša.  
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Vpeljali in optimizirali smo metodo za testiranje kompeticije med izolati za kolonizacijo 
korenin navadnega repnjakovca, da bi preverili, če prepoznavanje sevov, ki smo ga opazili 
med rojenjem, vpliva tudi na nastanek biofilmov na korenini. Ugotovili smo, da so na 
korenini bolj sorodni sevi (''kin'') sobivali, medtem ko je pri manj sorodnih sevih eden 
prevladal, kar kaže na to, da je sorodstvena diskriminacija, ki smo jo opazili pri srečanju 
dveh roječih sevov, pomembna tudi v bolj naravnem okolju korenine, saj onemogoča 
sobivanje dveh ''non-kin'' sevov na večjem delu korenine.   
Cerovečki A. Prepoznavanje med roji izolatov Bacillus subtilis s korenin paradižnika.  
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